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RESUMEN
El presente artículo tiene como objetivo fundamental establecer en forma clara y sencilla la diferencia entre validación y verificación de un 
método de ensayo. Se presenta una breve discusión de la selección y validación de los métodos de ensayos establecidos en la norma ISO/
IEC 17025:2005. Se describe el proceso de normalización de un método. Se describen brevemente los parámetros de la validación como 
indicadores característicos del desempeño del método, brindando algunas breves orientaciones para su aplicación. Se presentan algunos 
contenidos de métodos normalizados, indicando las especificaciones a partir de los datos de validación. Y por último se describe el proceso 
de verificación y su diferencia con la validación, haciendo énfasis en la confirmación de las especificaciones del método.
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1. INTRODUCCIÓN
Desde mediados de los años 90's, la acreditación en 
los laboratorios de ensayos ha venido tomando gran 
importancia para la exportación e importación de 
productos de intercambio comercial. La acreditación 
nace como una necesidad para favorecer los 
intercambios comerciales y eliminar los obstáculos 
técnicos al comercio, a través de la política comercial 
establecida por los acuerdos del GATT (Acuerdo 
General sobre Comercio y Aranceles) en los años 70’s y 
en la Ronda del Uruguay en 1994[1]. 
Este concepto fue tomado por el gobierno de Nicaragua 
en 1996 ante el fenómeno de la globalización de los 
mercados y los Tratados de Libre Comercio. El Ministerio 
de Comercio Industria y Comercio (MIFIC) creó la ley 
219[2] donde se constituye la Comisión Nacional de 
Normalización Técnica y Calidad, con el fi n de coordinar 
la elaboración y aprobación de normas técnicas 
obligatorias y voluntarias para la comercialización de 
productos tanto a nivel nacional como internacional. 
Bajo esta política nace la Ofi cina Nacional de Acreditación 
(ONA)[3], la cual está dedicada a la acreditación de 
Organismos Evaluadores de la Conformidad (OEC). 
Dentro de esta categoría entran los laboratorios 
analíticos y microbiológicos, y para acreditarse deben 
tener la competencia técnica basada en la norma NTN 
04 001 05 equivalente a la norma ISO/IEC 17025:2005[4]. 
En el campo de la salud los laboratorios clínicos se 
deben regir por la norma ISO 15189:2007[5].
Uno de los principales requisitos que exige la norma ISO/
IEC 17025:2005 (numeral 5.4) es el de utilizar métodos 
normalizados, los cuales deben estar validados y/o 
previamente verifi cados, con el fi n de garantizar a los 
clientes la trazabilidad, precisión y confi abilidad en los 
resultados. Los laboratorios y los auditores, durante el 
proceso de acreditación de los laboratorios de ensayos, 
se enfrentan al problema de establecer la diferencia 
entre validación y verifi cación de los métodos de 
ensayos. 
El presente artículo pretende explicar en forma clara 
y ejemplifi cada esta diferencia. Para ello, se describe 
el numeral 5.4 de la norma ISO/IEC 17025:2005 a 
través del diagrama de espina pescado, en lo referente 
a los requisitos de selección y validación de métodos 
de ensayos. Se discute el concepto y los parámetros 
de la validación de un método analítico. Se presentan 
los contenidos de diferentes métodos normalizados. 
Se defi ne el concepto de verifi cación y su aplicación a 
las especifi caciones de los métodos normalizados y se 
discute la diferencia entre la verifi cación y la validación 
de los métodos de ensayos. 
2. REQUISITO PARA LA SELECCIÓN Y VALIDACIÓN 
DE MÉTODOS SEGÚN ISO/IEC 17025:2005
Para garantizar la calidad de los resultados a los 
clientes, la norma establece que el laboratorio debe 
utilizar métodos normalizados. Es decir, validados y 
verifi cados. En el diagrama de Ishikawa se presenta de 
manera resumida los componentes de este numeral, 
fi gura 1. 
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El laboratorio debe seleccionar los métodos de acuerdo 
a los requisitos del cliente, siguiendo las etapas de la 
evaluación de la conformidad, tales como la selección, 
determinación y revisión y atestación[6]. Un laboratorio 
acreditado o que tiene implantado el sistema ISO 
17025, debe utilizar métodos normalizados previamente 
verifi cados. Si no dispone de estos métodos, puede 
hacer uso de métodos no normalizados, normalizados 
modifi cados o desarrollados en el laboratorio, previa 
validación que demuestre la aptitud de satisfacer los 
requisitos del cliente. 
La validación consiste en evaluar las características 
del desempeño del método para demostrar que cumple 
con esos requisitos. Los métodos no normalizados 
pueden ser tomados de algún libro especializado, una 
revista científi ca o proporcionado por el cliente. Los 
métodos normalizados modifi cados son los que han 
sido modifi cados en el laboratorio; por ejemplo, si se 
cambia el tipo de reactivo por otro equivalente, si se 
preparan volúmenes de patrones o reactivos diferentes 
a lo establecido en el método normalizado o si se toman 
cantidades de muestras diferentes, o cualquier  otra 
modifi cación que no afecte la robustez del método. 
Si una modifi cación afecta la robustez del método, se 
debe tratar como un nuevo método y se debe demostrar 
su aptitud para el uso previsto a través de la validación. 
Los métodos desarrollados en el laboratorio deben ser 
optimizados y validados. 
Es importante, señalar que el laboratorio debe estar 
en constante revisión de sus métodos. Deben ser 
verifi carlos periódicamente por personal competente, 
documentarlos y tomar decisiones en el momento 
apropiado para una revalidación. En la medida de 
lo posible debe utilizarse métodos actualizados, de 
acuerdo al avance de la ciencia y la tecnología y a las 
exigencias de los tratados comerciales con los países 
importadores.  
3. VALIDACIÓN DE MÉTODOS DE ENSAYOS 
El concepto de validación se defi ne como la confi rmación 
de que los requisitos especifi cados son adecuados para 
un uso previsto[7]. Es decir que, a través de evidencias 
objetivas se confi rma que los requisitos particulares son 
apropiados para una aplicación específi ca.  Aplicada a 
los métodos analíticos se puede defi nir como el proceso 
de establecer las características del desempeño y 
limitaciones de un método y la identifi cación de las 
infl uencias que pueden cambiar estas características[8], 
demostrando que cumplen con las especifi caciones 
requeridas por el cliente. 
Para interpretar este concepto, es necesario identifi car 
los requisitos del cliente. Cuando un cliente requiere 
los servicios de un laboratorio, el cliente espera 
resultados de calidad de acuerdo a los indicadores 
que él tiene preestablecidos, según el tipo o naturaleza 
de la matriz de la muestra suministrada al laboratorio. 
Estas matrices pueden ser ambientales, alimenticias, 
fármacos, biológicas, etc. 
Figura 1. Requisitos para la selección y validación de métodos de ensayos.
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El cliente espera que las especifi caciones de su muestra 
sean confi rmadas correctamente: valores exactos, 
precisos y confi ables.  Para que el laboratorio garantice 
estos resultados debe utilizar métodos validados. Para 
validar el método es necesario evaluar las características 
del desempeño del método. De acuerdo a la norma ISO/
IEC 17025:05[4], estas características son: selectividad/
especifi cidad, precisión, exactitud, linealidad y rango, 
límite de detección, límite de cuantifi cación, robustez. 
En la fi gura 2 se presentan los componentes de la 
validación. La selectividad y especifi cidad, se refi ere a la 
capacidad que tiene la técnica utilizada para que la señal 
responda claramente al analito presente en la muestra. 
Si existen uno o más componente en la muestra que 
pudieran responder en la zona de respuesta del analito, 
debe demostrarse buena resolución, de tal manera 
que se diferencie la señal del analito de los otros 
componentes. 
La exactitud debe evaluarse utilizando materiales 
de referencia cuyos valores de referencia tengan 
trazabilidad. El uso de materiales de referencia 
certifi cados (MRC)[9] es muy importante para demostrar 
la trazabilidad de los resultados. Se pueden usar 
materiales de referencia internos, que han sido 
preparados en el laboratorio por comparación con los 
MRC. Si no se disponen de muestras de referencia 
certifi cadas, se deben elaborar muestras contaminadas 
(es decir fortifi cadas) con patrones de referencia 
certifi cados y se calcula el recobrado. Estos materiales 
también sirven para evaluar las interferencias de la 
matriz de la muestra y se puede demostrar si hay efecto 
de matriz (efecto intensifi cador o depresor)[10]. 
La precisión se evalúa en tres condiciones: repetibilidad, 
precisión intermedia y reproducibilidad[19]. La 
repetibilidad puede evaluarse efectuando 10 réplicas 
por el mismo analista, el mismo instrumento, las mismas 
condiciones ambientales y locales. Se expresa como 
desviación estándar (sr) o como desviación estándar 
relativa (RSDr%) o como coefi ciente de variación 
(CV%), término poco usado actualmente. La precisión 
intermedia representa la capacidad de reproducir los 
resultados de una misma muestra dentro del laboratorio 
con analistas diferentes, diferentes días, diferentes 
instrumentos, etc. 
Es decir, la precisión intermedia representa las 
variaciones dentro del laboratorio[12] y se expresa 
como desviación estándar (sI), esto signifi ca evaluar 
la reproducibilidad interna. Por otro lado, es muy 
importante que el laboratorio participe en ensayos de 
comparación con otros laboratorios con el fi n de evaluar 
su reproducibilidad. El concepto de reproducibilidad 
se ha destinado exclusivamente a la variación entre 
laboratorios y se expresa como desviación estándar sR 
o RSDR%. 
Es importante destacar que, los datos de precisión son 
tomados en cuenta en el cálculo de la incertidumbre en 
los análisis de rutina. Este último parámetro no se discute 
en este artículo, pues es un parámetro propio de un 
resultado de ensayo; no obstante, algunos consideran 
Figura 2. Parámetros de la validación de un método

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este parámetro como parte de la validación porque es 
un indicador más del desempeño del método[12].  
La linealidad representa el modelo de respuesta del 
instrumento en función de la concentración del analito. 
Se establece el rango de concentraciones donde la 
señal analítica es proporcional a la concentración. 
Puede darse el caso de que se tengan 2 zonas de 
linealidad, una para bajas concentraciones y la otra 
para altas concentraciones. 
Dependiendo del contenido del analito en la muestra 
se selecciona el rango de linealidad apropiado. La 
linealidad se evalúa con el coefi ciente de determinación 
r2 entre más se aproxime a la unidad el modelo se ajusta 
mejor a la proporcionalidad entre la señal analítica y 
la concentración. La linealidad debe verifi case con la 
gráfi ca de los errores residuales  o por un análisis de 
varianza que compara el modelo con los residuales. 
También, puede aplicarse el test de Mandel[13] que 
compara el modelo de la línea recta con el modelo de 
segundo orden. 
El límite de detección (LD) se defi ne como la cantidad 
mínima de analito en la muestra que se puede detectar. 
Es importante señalar que lo ideal es evaluar la 
respuesta de la matriz como blanco. Y luego añadir 
estándar (analito) a la matriz en concentraciones tales 
que la razón entre la señal del analito y la de la matriz-
blanco sea mayor que 3. En la mayor parte de los casos 
es difícil obtener la matriz-blanco y lo que se hace es 
evaluar el LD a partir de la desviación estándar residual 
de la curva de calibración por adición patrón[14].  
En estas condiciones la dispersión de los puntos de 
calibración representa la variabilidad de la respuesta 
debido al ruido producido por blancos-reactivos, por el 
instrumento y por el efecto de la matriz. Muchas veces, 
el LD es estimado a partir de blancos reactivos y un 
estándar, o por la desviación estándar del intercepto 
de una curva de calibración de blancos reactivos y 
estándares. En estos casos lo que se evalúa es el límite 
de detección instrumental y no el del método.  Tomando 
en cuenta el riesgo α=0.05 de la distribución normal 
del blanco y el riesgo β=0.05 de la distribución normal 
correspondiente al analito, la señal de detección (SD) se 
estima multiplicando la desviación estándar del blanco 
o la desviación estándar residual por 2 veces el valor 
de z (=1.645)[15]: SD=3.29 sb. Si se utiliza la desviación 
estándar residual el LD se calcula dividiendo SD entre la 
pendiente de la curva de calibración por adición patrón.
El límite de cuantifi cación (LC) es la cantidad mínima 
que se puede cuantifi car a un nivel de confi abilidad 
establecida. La señal de cuantifi cación (SC) es 10 
veces la desviación estándar del blanco o la residual. 
Por tanto, el LC resulta de dividir SC entre el valor de la 
pendiente de la curva de calibración por adición patrón. 
La robustez del método es la fortaleza que debe tener 
el método ante pequeños cambios en los factores 
involucrados en el proceso analítico en un mismo 
laboratorio[8]. Esto quiere decir que si se hacen pequeños 
cambios deliberados, de acuerdo a condiciones 
experimentales establecidas, los resultados no sufren 
variaciones signifi cativas. Estos factores pueden ser el 
pH, marca de reactivo, tipo de solvente, tipo de columna 
cromatográfi ca, analistas, etc. 
Una vez evaluados los parámetros de validación, para 
la trazabilidad documental como evidencia objetiva, 
es necesario demostrar la validación a través de 
tres documentos: un procedimiento o protocolo de 
validación, el informe de validación y una declaración 
de la aptitud de que el método cumple con los requisitos 
del cliente[4]. 
Es importante señalar que existen muchas técnicas 
en las que no es aplicable la evaluación de todos los 
parámetros que se presentan en la fi gura 2. Por ejemplo, 
en volumetría clásica y en los métodos gravimétricos, la 
linealidad no tiene sentido. En la validación del método 
para determinar pH por potenciometría, los límites de 
detección y de cuantifi cación no son aplicables. En 
los métodos cualitativos los parámetros a validar son: 
límite de detección, falsos positivos, falsos negativos 
y la exactitud relativa (si aplica)[11], robustez (si aplica). 
En algunos ensayos microbiológicos se evalúa la 
especifi cidad, la selectividad y el efecto de matriz[11]. 
4. NORMALIZACIÓN DE UN MÉTODO
Una vez que el método ha sido validado se procede a 
elaborar el procedimiento normalizado como análisis de 
rutina. Un  procedimiento normalizado es el protocolo 
establecido por el laboratorio, optimizado, validado, 
revisado, aprobado por la(s) persona(s) autorizada(s). 
Tiene una identifi cación única. Deben especifi carse los 
parámetros que caracterizan el desempeño del método 
para la verifi cación. 
Si el método ha sido desarrollado en el laboratorio 
es necesario optimizar y luego validar. La fi gura 3 
presenta un fl ujograma de un método desarrollado en el 
laboratorio y su validación[16], donde se pueden ver los 
dos procesos, el desarrollo (optimizado) y la validación. 
La optimización se puede llevar a cabo a través de dos 
vías, empírica y a través de un modelo matemático. 
La vía empírica se realiza a través de prueba y error 
y puede durar hasta 2 o más años en el desarrollo de 
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un método. Mientras que, si se diseña el experimento 
utilizando un diseño experimental apropiado, se pueden 
desarrollar métodos en mucho menos tiempo. Muchas 
veces una optimización por el método empírico dura 
hasta 3 años y con un diseño experimental apropiado 
puede optimizarse solamente en 3 o 6 meses. 
Muchos métodos en el campo de los alimentos, 
farmacéuticos, ambientales se encuentran en los 
manuales de métodos normalizados tales como: AOAC 
(Asociación Ofi cial de Químicos Analíticos de los 
Estados Unidos), USDA ( Departamento de Agricultura 
de los Estados Unidos), FDA (Administración de 
Drogas y Alimentos), EPA (Agencia de Protección del 
Medio Ambiente), AOCS (Asociación Americana de 
Químicos del Aceite), AACC (Asociación Americana de 
Química Clínica), ISO (Organización Internacional para 
la Normalización), USP (Farmacopea de los Estados 
Unidos),  ASTM (Asociación Americana de Materiales 
y Ensayos), APHA (Asociación de Salud Pública 
Americana, métodos normalizados para análisis de 
agua). 
Todos estos métodos son normalizados y en su 
contenido presentan los datos de la validación; por 
ejemplo, presentan los resultados de repetibilidad, 
reproducibilidad, bias (sesgo) o desviación del 
método,  linealidad y rango, límite de detección y de 
cuantifi cación. 
Estos datos de validación constituyen las 
especifi caciones del método. En todos estos métodos 
se presenta implícitamente la declaración de la aptitud 
para el uso previsto. Es decir, la aplicabilidad en el 
tipo de matriz de la muestra y las condiciones que 
debe reunir el método para satisfacer los requisitos del 
cliente. 
Dependiendo de los requerimientos y del propósito 
del método, se pueden clasifi car según sea apto para 
cuantifi car, identifi car o detectar el analito en la muestra. 
La AOAC[11] los clasifi ca en 6 categorías: 1. Confi rmación 
de la identifi cación o detección del analito en la muestra; 
2. Cuantifi cación a bajas concentraciones del analito; 
3. Determinación del analito cuando está por encima 
o por debajo del límite de la concentración más baja, 
próximo al límite de cuantifi cación. 4. Cuantifi cación 
a altas concentraciones; 5. Determinación del analito 
cuando está presente por encima o por debajo del límite 
especifi cado de la concentración más alta; 6. Ensayos 
cualitativos. 
La ICH (Comisión Internacional de Armonización para 
el registro de requerimientos técnicos de fármacos de 
uso humano) clasifi ca los métodos a ser validados[17] 
en: pruebas de identifi cación, pruebas cuantitativas 
para contenido de impurezas, pruebas de límite para 







































Figura 3. Desarrollo de un método y su validación.
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Pero independientemente de la clasifi cación, la 
cantidad de parámetros a evaluar en la validación 
se seleccionará según la naturaleza del método, sea 
cuantitativo o cualitativo. 
El contenido de algunos métodos normalizados de 
manuales se presentan en la tabla 1. Todos ellos 
son equivalentes. Cada uno de ellos tiene datos 
de validación. El alcance y los datos de validación 
constituyen las especifi caciones del método. Esto 
representa los requisitos que reúne el método para el 
uso previsto.
5. LA VERIFICACIÓN
Se defi ne como la aportación de evidencias objetivas de 
que un elemento satisface los requisitos especifi cados 
[7]. Si se aplica al método de ensayo se puede defi nir 
como: la confi rmación a través de evidencias objetivas, 
que el método cumple con los requerimientos 
especifi cados para el uso previsto.
Si un laboratorio adopta un método normalizado, sin 
ninguna modifi cación, debe verifi carlo antes de ser 
utilizado para los análisis de las muestras del cliente. 
Esto quiere decir que la verifi cación se limita a confi rmar 
los datos de validación y el alcance del método para el 
uso que se tiene previsto para garantizar la calidad de 
los resultados al cliente. 
En la verifi cación no se necesita la evaluación 
rigurosa[12] de los parámetros de desempeño del 
método. El laboratorio solamente necesita conocer las 
especifi caciones del método normalizado a partir de 
los datos de validación que se reportan, tener analistas 
competentes, instrumentación calibrada, el medio 
ambiente e instalaciones apropiados, y los materiales 
de referencia y reactivos necesarios para efectuar el 
proceso de verifi cación. 
Por ejemplo, para verifi car la repetibilidad[11,18] 
establecida en un método srM, se realiza la repetibilidad 
en el laboratorio (al menos 5 réplicas), se calcula 
la desviación estándar sr y se comparan las dos 
desviaciones estándares utilizando el test de Fisher. 
Este proceso puede aplicarse a tres niveles de 
concentración bajo, medio y alto. 
Otra manera de verifi car más rápidamente la repetibilidad 
es utilizando el límite de repetibilidad[19], la cual establece 
que la diferencia máxima, en valor absoluto, entre dos 
replicas realizadas en condiciones de repetibilidad (rp) 
para un nivel de signifi cancia seleccionado (p= 0.9545) 
debe cumplir la siguiente condición r0.945 < 2.83 srM. 
De igual manera se puede aplicar para el límite de 
reproducibilidad, tal que las dos mediciones deben 
hacerse en condiciones de reproducibilidad. 
ISO ASTM APHA AOAC
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Tabla 1. Contenido de algunos métodos normalizados.
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Para verifi car la exactitud se evalúa el sesgo[11,20] 
o desviación del método, se utilizan materiales de 
referencia, ya sea muestras de referencias certifi cadas 
o muestras de referencias internas. Se realizan n veces, 
en condiciones de repetibilidad, se calculan el promedio 
     y la desviación estándar de las mediciones sL y se 
establece que la desviación del método debe cumplir la 
siguiente condición:
Donde μ es el valor de referencia, sR y  sr son los valores de 
desviación estándar de repetibilidad y reproducibilidad 
establecidos en la validación del método. 
Si el método presenta desviaciones signifi cativas, se 
debe realizar el cálculo de recobrado y efectuar las 
correcciones a los resultados de los análisis en las 
muestras. Cuando estas desviaciones existen, se le 
debe informar al cliente. La exactitud puede probarse a 
tres niveles de concentración, bajo, medio y alto.
Si el método normalizado establece un rango de 
linealidad, es decir, el intervalo de concentraciones 
donde la señal instrumental es proporcional a la 
concentración, lo que puede hacerse es verifi car la 
linealidad a tres niveles de concentraciones (en los 
extremos y el centro del intervalo), efectuando al menos 
3 lecturas en cada concentración. Los valores de 3 
lecturas y 3 puntos se toman a partir de los requisitos 
de la estadística. El laboratorio puede adoptar otro 
diseño para evaluar la linealidad, todo es que sea 
estadísticamente válido. 
Para verifi car el límite de detección (LD) o de 
cuantifi cación (LC), se deben realizar corridas de 
muestras que tengan concentraciones próximas a 
los límites anteriores. En los ensayos cualitativos la 
verifi cación se limita a la especifi cidad y la precisión[11]. 
La verifi cación de la calibración instrumental, es un 
aspecto muy importante a realizar antes de la verifi cación 
o validación  del método. Cada instrumento es calibrado 
por personal competente en un laboratorio nacional de 
metrología o por personal especialista del proveedor 
o fabricante. En cualquiera de los casos, se extiende 
un certifi cado de calibración con las especifi caciones 
técnicas correspondientes. El laboratorio deberá 
verifi car el estado de calibración con sus patrones de 
referencia internos trazables a patrones nacionales o a 
materiales de referencia certifi cados.
Es importante señalar, que al igual que en la validación, 
se deben documentar los resultados de la verifi cación. 
El laboratorio debe tener las evidencias objetivas de la 
verifi cación tales como: un procedimiento de verifi cación, 
un informe de los resultados de la verifi cación y una 
declaración que el método normalizado cumple con las 
especifi caciones establecidas. 
6. DIFERENCIA ENTRE VALIDACIÓN Y 
VERIFICACIÓN
Si se analizan los conceptos se observan las 
diferencias. La validación es la evaluación rigurosa de 
los parámetros de validación de un método que está en 
proceso de normalización. Una vez que se ha validado 
se elabora el procedimiento normalizado, especifi cando 
los parámetros de la validación. Mientras que, en 
la verifi cación se evalúan los parámetros que están 
especifi cado en el método normalizado, para observar 
si éste cumple con los requisitos en el medioambiente 
de trabajo. 
Es decir que el usuario del método normalizado verifi ca 
que el desempeño del método cumple con los requisitos 
para los cuales fue validado. Las pruebas de verifi cación 
se realizan con pocos datos. Por ejemplo, en un diseño 
para evaluar la precisión en el proceso de validación 
(repetibilidad y precisión intermedia), se realizan 10 
réplicas por día durante varios días (de 3 a 10 días) 
para reportar la desviación estándar de repetibildidad y 
de reproducibilidad interna o precisión intermedia. Para 
verifi car esta precisión, puede ser sufi ciente realizar 
al menos 2 réplicas para verifi car que cumple con lo 
especifi cado en el método normalizado. 
7. CONCLUSIÓN
En la validación se determinan todos los parámetros 
posibles que caracterizan el desempeño del método, 
estableciendo las especifi caciones para el uso requerido 
por los clientes. En la verifi cación se confi rman estas 
especifi caciones en el medio ambiente de trabajo. 
Para verifi car un método normalizado no se necesitan 
evaluaciones rigurosas. 
Los laboratorios no necesitan validar si utiliza métodos 
normalizados. Solamente verifi can y los documentan 
para las evidencias objetivas en el proceso de 
acreditación. Los auditores deben tener clara esta 
diferencia. Pues es muy frecuente observar la confusión 
entre validación y verifi cación cuando se realizan las 
evaluaciones in situ. En algunas normas nacionales 
sustituyen el término verifi cación por confi rmación, 
teniendo el mismo signifi cado. Es importante puntualizar 
que si estos requisitos no se cumplen en un laboratorio 
de ensayo no puede obtener la acreditación. 
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